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脑出血是一种致死性脑血管病，急性期病死率

高达35%~52%，幸存者常遗留明显残障[1]。研究表

明，长期以来采用的止血、脱水、外科手术等方法未

能明显降低本病的致残率和死亡率[2]。实践证明，通

腑泻热法治疗中风实证，可以开窍醒脑，减轻脑损

伤[3]。前期研究证实，由国医大师周仲瑛创制的凉血

通瘀方，治疗急性脑出血临床疗效显著[4-6]。本方化

裁自桃核承气汤和犀角地黄汤，有通腑泻下祛瘀之

功，使气血得以敷布，病情得有转机，达到“上病下

取”“从肠治脑”的目的。

前期研究发现，凉血通瘀方可以增加排便，改善

肠道功能，调节肠-脑轴，影响脑肠肽[7]。八肽胆囊收

缩素（cholecystokinin-8，CCK-8）作为一种典型脑肠

肽，广泛分布于胃肠道和中枢神经系统，是研究肠-

脑轴的重要切入点。现代研究证实，CCK-8是一种

内源性神经保护因子，具有神经保护和修复作用，可

促进神经生长因子（nerve  growth  factor，NGF）、脑源

性神经营养因子（brain-derived  neurotrophic  factor，

BDNF）的合成，改善氧化应激状态[8-9]。

课题组临床研究发现，凉血通瘀方可通过提高

神经营养因子、减轻氧化应激以改善脑出血患者症

状和体征[6]。本研究以脑出血模型大鼠为研究对象，

观察给予凉血通瘀方干预后大鼠脑组织NGF、BDNF

以及超氧化物歧化酶（superoxide  dismutase，SOD）

和丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量的变化，以

明确凉血通瘀方的神经保护作用，通过检测大鼠脑

组织和肠组织CCK-8的含量以探讨本方神经保护作

用的可能机制。

1 实验材料

1.1  实验动物  SPF级雄性SD大鼠，6~8周龄，体质

量（200±20）g，由浙江省实验动物中心提供，许可

证号：SCXK（浙）2014-0001。动物饲养于南京中
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摘 要  目的：观察凉血通瘀方对急性脑出血模型大鼠的神经保护作用，并探索其作用机制。方法：将雄性SD大鼠按随

机数字表法分为正常组、假手术组和造模组。造模组采用自体血注入法制作脑出血模型；假手术组以空针置入右侧尾状核，不

注血。造模成功的大鼠随机分为模型组和凉血通瘀方组，每组15只；假手术组和正常组每组亦为15只。各组分别灌胃生理盐

水或中药，每日1次，连续3 d。模型组与凉血通瘀方组大鼠分别于造模成功后、灌胃3 d后运用Longa五级评分法评价神经功能

缺损程度；灌胃3 d后，免疫组化法检测各组5只大鼠脑组织神经生长因子（NGF）表达，蛋白免疫印迹法（Western  Blot）检测各

组5只大鼠脑组织脑源性神经营养因子（BDNF）蛋白表达，生化法检测各组10只大鼠脑组织超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛

（MDA）含量，酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测各组10只大鼠脑组织和肠组织八肽胆囊收缩素（CCK-8）含量。结果：模型

组与凉血通瘀方组大鼠灌胃3 d后Longa评分均明显低于造模成功后（P＜0.01），灌胃3 d后凉血通瘀方组评分显著低于模型组

（P＜0.05）。与正常组比较，模型组大鼠脑组织NGF平均光密度值、BDNF蛋白表达水平、SOD含量均显著降低（P＜0.01），
MDA含量显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，凉血通瘀方组大鼠脑组织NGF平均光密度值、BDNF蛋白表达水平、SOD含

量均显著升高（P＜0.01），MDA含量显著降低（P＜0.01）。与正常组比较，模型组大鼠脑、肠组织CCK-8含量均显著降低

（P＜0.01，P＜0.05）；与模型组比较，凉血通瘀方组大鼠脑、肠组织CCK-8含量均显著升高（P＜0.01）。结论：凉血通瘀方对

急性脑出血模型大鼠具有一定的神经保护作用，其机制可能与增加脑、肠组织CCK-8的含量有关。
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医药大学实验动物中心，光照黑暗交替，饲养室温度

20~25 ℃，湿度40%~60%。适应性饲养7 d。本实验

通过南京中医药大学实验动物伦理委员会审查（批

号：201805A026）。

1.2  药物  凉血通瘀方（大黄10 g、水牛角30 g、生

地黄20 g、赤芍15 g、牡丹皮10 g、石菖蒲10 g）中

药饮片由南京中医药大学附属南京中医院药学部提

供。水牛角先煎20 min，加入生地黄、赤芍、牡丹皮、

石菖蒲，煮沸10 min，加入大黄再次煮沸10 min，倒

出药液，再加水煮沸10 min，过滤合并2次滤液，浓

缩至1.2 g/mL。

1.3  主要试剂与仪器  NGF抗体（批号：bs-0067R）、

柠檬酸钠抗原修复液（批号：C02-02001）、生物素

标记的羊抗兔IgG二抗（批号：bs-0295G）、DAPI（批

号：C02-04002）、DAB试剂盒（批号：C02-04001）、

苏木素-伊红染色试剂盒（批号：C02-04004）购自

北京博奥森生物技术有限公司；BDNF抗体（批号：

ab108319）、GAPDH抗 体（批 号：ab181602）、二 抗

（批号：ab6722）购自Abcam公司；BCA蛋白浓度测定

试剂盒（批号：P0010）、SOD试剂盒（批号：S0101）、

MDA试剂盒（批号：S0130）购自上海碧云天生物技

术有限公司；CCK-8酶联免疫吸附测定（ELISA）试

剂盒（批号：E12186R-1）购自南京奥青生物技术有

限公司。

脑立体定位仪（加拿大David  Kopf  Instruments

公司，型号：990-685），注射泵控制器（中国保定兰

格恒流泵有限公司，型号：TJ-1A），多功能开颅钻

（日本Makita公司，型号：6222D），生物显微镜（德国

莱卡公司，型号：DM2500型），超灵敏化学发光成像

仪（美国GE公司，型号：LAS4000mini），酶标仪（美

国PerkinElmer公司，型号：EnSpire）。

2 实验方法

2.1  模型制备  采用改良自体血注入法制作脑出血

大鼠模型[10]。麻醉动物，将其俯卧固定于脑立体定

向仪，头部正中切开，确定前囟点，选择前囟点右侧

中线旁开3 mm、冠状缝前0.2 mm处，定位尾状核，颅

骨钻孔；反转暴露尾根腹侧，分离尾动脉，微量进样

器刺入，抽取50 μL血液；微量进样器固定于立体定

位仪，于钻孔处缓慢进针6 mm；以5 μL/min速度注

入血液，注射结束采用二次退针法，骨蜡封闭颅孔。

麻醉苏醒后，使用Longa五级评分法对造模大鼠进行

评分，1~3分的动物为造模成功。

2.2  分组与给药  SD大鼠按照随机数字表法随机

分为正常组、假手术组、造模组。造模组按2.1项下

方法造模，选取30只造模成功的大鼠随机分为模型

组、凉血通瘀方组，每组15只。假手术组大鼠处理

方法同造模组，以微量进样器空针置入尾状核，不注

射血液，选术后存活的大鼠15只入组。正常组亦取

15只入组。凉血通瘀方组以15 g/kg给予凉血通瘀

方煎剂灌胃，正常组、假手术组、模型组灌胃等量生

理盐水，根据前期给药后1 d、3 d、5 d三个时间点的

实验结果[7]，本研究各组均每日灌胃1次，连续3 d。

凉血通瘀方剂量根据人体和动物的等效剂量进行换

算。既往研究采用凉血通瘀方高、中、低剂量分别

给药，发现中剂量对急性脑出血动物脑功能改善效

果最好[11]，因此本研究选择15 g/kg剂量进行实验。

2.3  标本采集与处理  末次给药后，模型组、凉血通

瘀方组大鼠采用Longa五级评分法评价神经功能缺

损程度。评分完成后，各组随机取5只大鼠，麻醉后

开胸，暴露心脏，心内依次灌注生理盐水、4%多聚甲

醛，取出血灶边缘脑组织，石蜡包埋，用于检测脑组

织NGF表达。各组剩余10只大鼠处死后取出血灶边

缘脑组织和回盲部肠组织，-80 ℃保存，其中随机取

5只大鼠脑组织进行BDNF蛋白检测，取全部10只大

鼠脑组织进行SOD、MDA含量检测，取全部10只大

鼠脑组织和肠组织进行CCK-8含量检测。

2.4  指标检测

2.4.1  Longa五级评分法评价神经功能缺损程度  分

别于造模成功后、灌胃3 d后对模型组与凉血通瘀

方组进行神经功能缺损程度评价。采用Longa五级

评分法，具体标准如下：0分，无体征；1分，不能

完全伸直前肢；2分，一侧肢体瘫痪，有追尾现象；

3分，不能站立或者打滚；4分，无自发性活动，有

意识障碍。由统一培训的研究人员对大鼠进行评

分，每只动物重复评价3次，每次间隔1 min，取平

均值。

2.4.2  免疫组化法检测脑组织NGF表达  取各组5

只大鼠脑组织石蜡切片，脱蜡脱水，抗原修复，血清封

闭，一抗、二抗孵育，显色，显微镜下观察，适时终止；

苏木素复染，脱水，封片；生物显微镜观察（×400），

以胞浆或胞核棕黄色颗粒为阳性染色。选取血肿周

围脑组织3个视野。应用Image  pro  plus  6.0软件分析

图像，得到累积光密度值（IOD）和像素面积（Area），

以IOD/Area值为平均光密度值。

2.4.3  蛋白免疫印迹法（Western  Blot）检测脑组织

BDNF蛋白表达  取各组5只大鼠脑组织，加入蛋白

裂解液，球磨仪匀浆。充分裂解后，4 ℃离心（离心

半径10 cm，14 000 r/min，5 min）2次，取上清。按

BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书配置，测吸光值，

计算样本蛋白浓度，SDS-PAGE电泳分离蛋白，湿
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法以25 V转膜20 min，5%脱脂奶粉TBST溶液封闭，

室温慢摇2 h。5%脱脂奶粉配制一抗，抗体浓度

为1∶1000，置入一抗，4 ℃过夜，配制二抗，浓度为

1∶5000，室温震荡孵育2 h，吸弃二抗稀释液，TBST

洗膜3次，每次5 min。根据说明书配制显影液6 mL，

置入化学发光成像仪内曝光。所得图像经Image  J处

理，检测各组图像灰度值。

2.4.4  生化法检测脑组织SOD、MDA含量  取各组

10只大鼠脑组织，加入裂解液研磨成匀浆，4 ℃离

心（离心半径10 cm，3000 r/min，10 min），取上清液。

采用WST-8法检测SOD含量，按照说明书配制SOD检

测缓冲液、WST-8/酶工作液和反应启动工作液，于

96孔板加样显色，记录酶标仪上吸光度值；采用硫

代巴比妥酸反应法检测MDA含量，按照说明书配制

MDA检测工作液和标准品，于96孔板加样显色，记

录酶标仪上吸光度值。

2.4.5  ELISA法 检 测 脑 组 织 和 肠 组 织CCK-8含
量  取各组10只大鼠脑组织和肠组织，加入裂解液

RIPA（每100 mg组织中加入1 mL  RIPA），研磨匀浆，

4 ℃离心（离心半径10 cm，3000 r/min，10 min），取

上清液，参照说明书操作，酶标仪上测吸光度，计算

浓度。

2.5  统计学方法  采用SPSS  25.0统计软件对数据

进行分析。计量数据以（x-±s）表示。两组间比较

采用 t 检验；多组间比较采用方差分析，方差齐采用

LSD法进行多重比较，方差不齐采用Dunnett’s  T3法

进行多重比较。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  模 型 组 与 凉 血 通 瘀 方 组 大 鼠Longa评 分 比

较  模型组和凉血通瘀方组大鼠造模成功后Longa评

分比较，差异无统计学意义（P＞0.05）；2组大鼠灌胃

3 d后Longa评分均显著低于造模成功后（P＜0.01）；

灌胃3 d后，凉血通瘀方组Longa评分显著低于模型组

（P＜0.05）。见表1。

表1  模型组与凉血通瘀方组大鼠造模成功后、灌胃3 d后Longa评分比较（x-±s）  单位：分

组别 动物数/只 造模成功后评分 灌胃3 d后评分

模型组 15 2.40±0.63 1.60±0.91&&

凉血通瘀方组 15 2.47±0.52 0.93±0.59&&#

注： 与本组造模成功后比较，&&P＜ 0.01；与模型组同

时期比较，#P＜ 0.05。

3.2  各组大鼠脑组织NGF表达比较  与正常组和假

手术组比较，模型组大鼠脑组织NGF平均光密度值

显著降低（P＜0.01），凉血通瘀方组平均光密度值

显著升高（P＜0.05，P＜0.01）；与模型组比较，凉

血通瘀方组大鼠脑组织NGF平均光密度值显著升高

（P＜0.01）。见图1、表2。

注：A-正常组；B-假手术组；C-模型组；D-凉血通瘀方组

图1  各组大鼠脑组织NGF表达（×400）

表2  各组大鼠脑组织NGF平均光密度值比较（x-±s）

组别 动物数/只 NGF

正常组 5 77.42±14.47

假手术组 5 76.37±12.65

模型组 5 45.38±9.82**△△

凉血通瘀方组 5 93.41±11.18*△△##

注： 与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与假手术组

比较，△△P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01。

3.3  各组大鼠脑组织BDNF蛋白表达水平比较  与

正常组比较，假手术组和模型组大鼠脑组织BDNF蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05，P＜0.01），凉血通瘀

方组表达水平显著升高（P＜0.05）；与假手术组和

模型组比较，凉血通瘀方组大鼠脑组织BDNF蛋白表

达水平显著升高（P＜0.01）。见图2、表3。

注：A-正常组；B-假手术组；C-模型组；D-凉血通瘀方组

图2  各组大鼠脑组织BDNF蛋白表达

表3  各组大鼠脑组织BDNF蛋白表达水平比较（x-±s）

组别 动物数/只 BDNF

正常组 5 0.49±0.04

假手术组 5 0.39±0.02*

模型组 5 0.38±0.03**

凉血通瘀方组 5 0.61±0.05*△△##

注： 与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与假手术组

比较，△△P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01。
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3.4  各组大鼠脑组织SOD和MDA含量比较  与正常

组和假手术组比较，模型组大鼠脑组织SOD含量显

著降低（P＜0.01），MDA含量显著升高（P＜0.01）；

凉血通瘀方组大鼠脑组织SOD、MDA含量均显著升

高（P＜0.01）。与模型组比较，凉血通瘀方组大鼠脑

组织SOD含量显著升高（P＜0.01），MDA含量显著降

低（P＜0.01）。见表4。

表4  各组大鼠脑组织SOD和MDA含量比较（x-±s）    单位：μmol/L

组别 动物数/只 SOD MDA

正常组 10 1.39±0.13 18.54±1.37

假手术组 10 1.34±0.19 19.93±1.98

模型组 10 0.94±0.13**△△ 29.81±1.93**△△

凉血通瘀方组 10 1.94±0.18**△△## 24.35±1.74**△△##

注： 与 正 常 组 比 较，**P＜ 0.01；与 假 手 术 组 比 较，

△△P＜0.01；与模型组比较，##P＜ 0.01。

3.5  各组大鼠脑组织和肠组织CCK-8含量比较  与

正常组和假手术组比较，模型组大鼠脑组织、肠组织

CCK-8含量均显著降低（P＜0.01，P＜0.05），凉血

通瘀方组含量均显著升高（P＜0.01）；与模型组比

较，凉血通瘀方组大鼠脑组织、肠组织CCK-8含量均

显著升高（P＜0.01）。见表5。

表5  各组大鼠脑组织和肠组织CCK-8含量比较（x-±s）  单位：pg/mL

组别 动物数/只 脑组织CCK-8 肠组织CCK-8

正常组 10 223.18±9.90 250.21±11.29

假手术组 10 221.53±12.10 253.91±15.99

模型组 10 200.60±8.50**△△ 229.17±15.29*△

凉血通瘀方组 10 251.36±15.25**△△## 292.64±13.26**△△##

注： 与正常组比较，*P＜ 0.05，**P＜0.01；与假手术

组比较，△P＜ 0.05，△△P＜ 0.01；与模型组比较，

##P＜0.01。

4 讨论

脑出血属中医学“中风”范畴，颅内血肿形成后

继发脑水肿、脑组织受压甚至脑疝等，导致神经元

不可逆损伤，患者常遗留明显的神经功能缺损症状。

如何保护急性脑出血受损周边组织、促进神经修复

是亟待解决的问题。目前相关神经保护剂尚未受到

广泛认可，需要进行高质量、大样本的随机对照试验

以进一步证实[12，2]。

通腑泻热法治疗中风始于金元，后世广泛应用。

通腑泻热，“釜底抽薪”，腑气畅通，往往神明清爽，病

情逆转。急性脑出血常合并阳明腑实证，风火痰瘀

内结，气机逆乱，通降失司，积滞内停；肠腑浊气壅

塞，火升阳亢，上扰清明。现代研究发现，脑出血后

中枢神经受损，自主神经功能紊乱，胃肠蠕动缓慢，

长期卧床、脱水治疗，加重肠道缺水；胃肠毒素蓄积，

透过肠黏膜屏障，进入血液；胃肠运动迟缓可增加腹

压，加重颅内压升高[13]。通腑泻热以开窍醒脑，体现

了“脑病治肠”的治疗学理念。

国医大师周仲瑛根据多年临证经验提出，对于

急性中风邪实证，临床可应用凉血通瘀法，以下为

度，达到“上病下取”“从肠治脑”的目的。凉血通瘀

方具有凉血散瘀、通腑泻热之功效。方中大黄通腑

泻热、逐瘀祛邪，水牛角清热泻火、凉血宁血，二者合

用阻断血热煎熬成瘀，防止瘀热生风化痰；生地黄滋

阴养血、凉血清热；赤芍、牡丹皮凉血散瘀；石菖蒲

走窜上行，直达巅顶。

本研究采用改良自体血注入法制作脑出血大鼠

模型，造模效果稳定。前期研究表明，假手术组会出

现因手术造成的脑组织轻微损伤，与正常组的实验

结果可能存在一定程度的差异，故本研究同时设立

正常组和假手术组以帮助验证手术操作是否会引发

实验数据的差异。结果表明，与正常组比较，假手术

组大鼠脑组织NGF表达和SOD、MDA含量，脑、肠组

织CCK-8含量差异无统计学意义（P＞0.05），脑组

织BDNF蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）。

本研究观察了凉血通瘀方对急性脑出血大鼠的

神经保护作用，并探索其机制。NGF和BDNF是中枢

神经系统重要的神经营养因子，对神经元生长分化

发挥关键作用，与脑卒中密切相关，可保护受损神经

元[14-15]。NGF可促进脑出血后轴突再生，激活血肿

灶周围神经干细胞增殖，促进周围组织新生血管形

成[16]。BDNF能减轻脑出血神经元受损死亡，促进神

经元分化生长和卒中后的运动、感觉康复[17]。本研

究结果表明，凉血通瘀方可显著升高急性脑出血模

型大鼠脑组织NGF和BDNF蛋白表达，表明本方可促

进神经元的激活，具有神经保护作用。氧自由基导

致脑出血后脑损伤，诱导神经元凋亡。SOD主要防御

超氧阴离子自由基的强氧化，对抗氧自由基损伤。急

性脑出血后周围组织水肿缺血缺氧、继发性颅内压增

高、脑组织代谢紊乱等，催化产生大量氧自由基，产

生脂质过氧化物MDA，破坏细胞膜的生物结构[18-19]。

本研究发现凉血通瘀方可升高急性脑出血模型大鼠

脑组织SOD含量，降低MDA含量，减轻脑出血后氧化

应激。

现代肠-脑轴理论的提出、脑肠互动学说的发展

为研究脑肠相关疾病奠定了基础。脑肠肽是脑肠共

有激素，可调节脑肠互动，CCK-8以神经递质形式

参与脑出血的发生发展[20]，具有神经保护作用。研

究发现，CCK-8可促进NGF合成释放，重建受损神

经元，协助轴突生长，参与神经元存活再生；改善神
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经生长微环境，拮抗神经元凋亡，促进神经细胞功

能恢复；同时提升SOD活力，降低MDA浓度，提高

清除氧自由基的能力[21-23]。本研究结果表明，凉血

通瘀方可显著升高急性脑出血模型大鼠脑、肠组织

CCK-8含量，这一作用可能是其发挥神经保护作用

的机制之一。

综上所述，凉血通瘀方对急性脑出血模型大鼠

具有神经保护作用，其机制可能与增加脑、肠组织

CCK-8的含量有关。未来可进一步研究本方调节肠

道动力功能或肠道微生物变化的作用机制，以及通

过迷走神经中枢途径和肠-肝循环外周途径影响中

枢神经系统的作用机制。
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